@ BUNDESREPUBLIK ® Offenlegungsschrift 

DEUTSCHLAND - QE 100 16 775 A 1 




DEUTSCHES 
PATENT- UIMD 
MARKENAMT 



® 



@ Aktenzeichen: 
© Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



® Int. CI. 7 : 

G 01 N 33/49 

C 12 Q 1/56 



10016 775.6 
4. 4.2000 
23. 8.2001 



U> 
CO 



LU 

Q 



© Innere Prioritat: 
100 07 910.5 



21.02. 2000 



® Anmelder: 

Roche Diagnostics GmbH, 68305 Mannheim, DE 



® Erfinder: 

Unkrig, Volker, Dr., 68526 Ladenburg, DE; 
Marquant, Michael, 68309 Mannheim, DE; 
Hindelang, Fritz, Dr., 67316 Carlsberg, DE; Kotzan, 
Holger, Dr., 68526 Ladenburg, DE; Horn, Carina, Dr., 
64665 Alsbach-Hahnlein, DE; Nortmeyer, Christine, 
68305 Mannheim, DE 



in 

<o 

o 
o 



Die f olgenden Angaban sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Elektrochemischer Sensor zur Bestimmung der Blutgerinnung, ein entsprechendes Blutgerinnungsme&system 

sowie ein Verfahren zur Bestimmung der Blutgerinnung 
(§) Die Erfindung betrifft einen elektrochemischen Sensor 
auf trockenchemischer Basis zur Bestimmung der Blutge- 
rinnung, der auf einem inerten Trager mindestens 2 Elek- 
troden aufweist, sowie ein trockenes Reagens, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Reagens ein Thrombinsubstrat 
enthalt, das aus einem Peptidrest besteht, der von Throm- 
bin abgespalten werden kann, und uber das Carboxylen- 
de amidisch an einen Phenylendiaminrest gebunden ist 
sowie ein Blutgerinnungsme&system, enthaltend einen 
solchen Sensor und ein Strom me&gerat, 
ein Verfahren zur Bestimmung der Blutgerinnung mit er- 
findungsgemaSem Sensor und ein Reagens zur Bestim- 
mung der Blutgerinnung, enthaltend ein Thrombinsub- 
strat, das aus einem Peptidrest besteht, der von Thrombin 
abgespalten werden kann und uber das Carboxylende 
B amidisch an einen Phenylendiaminrest gebunden ist, da- 
durch gekennzeichnet, daS es auch eine Dye-Oxidoreduc- 
J tase, wie beispielsweise Glucose- Dye-Oxt do reductase 
enthalt. 



LU 

Q 



BUNDESDRUCKEREI 06.01 101 340/645/1 



14 



DE 100 16 775 A 1 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Sensor auf trockenchemischer Basis zur Bestimmung der Blutgerinnung, der auf einem 
inerten TVager mindestens 2 Elektroden aufweist, sowie ein trockenes Reagens. AuBerdem betrifft die Erfindung ein 
5 BlutgerinnungsmeBsystem enthaltend einen elektrochemischen Sensor und ein StrommeBgeral. SchlieBlich beirifft die 
Erfindung auch ein Verfahren zur Bestimmung der Blutgerinnung mittels eines elektrochemischen Sensors. 

In EP-B 0 441 222 werden ein Verfahren und Sensorelektrodensystem zur elektrochemischen Bestimmung eines Ana- 
lyts oder einer Oxidoreductase beschrieben. Die Patentschrift offenbart die Rolle einer reduzierbaren Substanz als Elek- 
tronenubertrager bei der Redoxreaktion eines zu bestimmenden Analyts auf eine Elektrode. Ein typischer Analyt ist Glu- 
10 cose, Lactat oder Redoxenzym, wie beispielsweise Glucose-Dehydrogenase oder Lactat-Dehydrogenase. 

Ein elektrochemisches Verfahren zur Bestimmung von Proteasen und Antiproteasen ist aus EP-B 0 018 002 bekannt. 
Es wird dort ein Proteasen- oder Antiproteasensubstrat aus einem Oligopeptid, an das ein aromatisches oder heterocycli- 
sches Amin oder Polyamin gebunden ist, eingesetzt. Das zu bestimmende Enzym spaltet die Bindung zwischen der car- 
boxyterminalen Aminosaure und dem Amin oder Polyamin und die Menge des freigesetzten Amins oder Polyamins wird 
15 elektrochemisch bestimmt. Zwar wird hier die Bestimmung von frei beweglichen Bestandteilen der Blutgerinnungskas- 
kade in Losung beschrieben, nicht aber die Bestimmung der Blutgerinnung selbst. Hierfur gibt es bislang keine einfache 
und schnell durchzufuhrende Bestimrnungsmogiichkeit. 

Die vorliegende Erfindung stellt zur Losung dieses Problems einen elektrochemischen Sensor, ein Blutgerinnungs- 
meBsystem und ein Verfahren zur Bestimmung der Blutgerinnung zur Verfiigung, wie sie in den Patentansprikhen be- 
20 schrieben sind. 

Der erfindungsgemaBe Sensor ist ein Analysenelement auf trockenchemischer Basis und enthalt keine klassische Re- 
ferenzelektrode, wie beispielsweise Ag/AgCl. Das trockene Reagens auf den zwei gleichen Elektroden, vorzugsweise 2 
Pd-Elektroden, enthalt 

H 2 N -CO-Arg-Pro-Gly-Tos 

als Thrombinsubstrat. 
Arg steht fUr Arginin, Pro flir Prolin und Gly fiir Glycin. 
30 Tos entspricht der Aminoschutzgruppe Tosyl. Als Peptidrest des erfindungsgemaBen Thrombinsubstrats sind alle Re- 
ste moglich, die von Thrombin abgespalten werden. 

Thrombin ist die letzte Protease der Gerinnungskaskade. Deshalb ist es moglich, die Verklumpung des Blutes durch 
Messung der Enzymaktivitat des Thrombins zu verfolgen. 

Bei der Spaltung des Thrombinsubstrats entsteht ein p-Aminoanilin, das an der Arbeitselektrode des Sensors oxidiert 
35 wind, wie es in EP-B 0 441 222 beschrieben ist. Die frei werdenden Elektronen werden detektiert. Grundsatzlich sind als 
elektrochemisch detektierbarer Teil des erfindungsgemaBen Thrombinsubstrats alle die Verbindungen einsetzbar, die als 
Elektronenubertrager (oder Mediator) 2. Art in EP-B 0 441 222 beschrieben sind. 

Besonders vorteilhafl hat es sich bei der vorliegenden Erfindung herausgestellt als Verstarkersystem dem Reagens 
Glucose-dye-oxidoreductase (GlucDOR) zuzusetzen, welches im zu untersuchenden Blut vorkommende Glucose oxi- 
40 diert und hierzu den durch die Thrombinaktivitat freigesetzten Elektronenubertrager 2. Art als Elektronenakzeptor be- 
nutzt. 

Die Reaktionen finden nach folgendem Prinzip statt: 




55 



Das primare Oxidationsprodukt des Elektronenubertragers 2. Art ist ein Chinondiamin, welches mittels einer Dye- 
Oxidoreductase, wie beispielsweise Glucose-Dye-Oxidoreductase (GlucDOR) in p-Aminoanilin ruckgefuhrt werden 
kann und damit erneut Elektronen an der Arbeitselektrode abgibt. Somit ist eine betrachtliche \ferstarkung des urspriing- 
lichen Signals moglich. 

60 Die elektrochemische Bestimmung der Blutgerinnung erfolgt quasi-potentiostatisch bevorzugt als 2-Elektrodensy- 
stem, bei dem die eine Elektrode gleichzeitig als Referenz- und Gegenelektrode, die andere Elektrode als Arbeitselek- 
trode geschaltet ist. An dieses 2-Elektrodensystem wind eine konstante Spannung angelegt und der Strom iiber die Zeil 
gemessen. 

Die Erfindung wind durch die nachfolgenden Beispiele naher erlautert. 
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Beispiel 1 

Fertigung eines Gerinnungssensors fUr einen PT-Test 
I. Beschreibung der eleklrochemischen Funktion 

a) Offenes Zwei-Elektroden-System fiir "top-dosing" Probenaufgabe. Ebener Aufbau rnil 2 Pd-Eleklioden. Auf 
eine Pd-Eleklrode wird eine Ag/AgCl-Paste (Vyp: Acheson Electrodag 6037 SS) vollflachig dispensiert, so daB die 
gesamte Flache dieser Pd-Eleklrode von Ag/AgCl bedeckt ist. 

Der elektrochemische Betrieb erfolgt quasi-potentiostatisch als 2-Elektroden-System, bei dem die Ag/AgCl Elck- 

trode gleichzeitig als Referenz- und Gegenelektrode, die Pd-Elektrode als Arbeitselektrode geschaltet ist. 

An diese Zwei-Elektroden-System wird eine konstante Spannung angelcgt und der Strom Qber der Zeit gemessen. 

b) Ersatz der Silber-Silberchlorid-Referenzelektrode durch eine 16sliche an der Gegenelektrode reduzierbare Sub- 
stanz ("Mediator 2. Art"): 

Es wird eine losliche reduzierbare Substanz eingesctzt, die an der Gegenelektrode Elektronen aufnimmt und damit 
den Stromtransport durch die Gegenelektrode gewahrleistet. Gleichzeitig wird durch das Reduktionspotential dieser 
Substanz und durch die an den Sensor zwischen der Arbeits- und der Gegenelektrode angelegtc konstante Spannung 
das an der Arbeitselektrode erreichbare Oxidationspotential begrenzt. Das an der Arbeitselektrode durch Oxidation 
naehzuwciscndc p-Aminoanilin muB innerhalb des erreichbaren Oxidationspotentials licgen. Das Potential an der 
Arbeitselektrode gegen eine hypothetische Silber-Silberchlorid-Bezugselektrode muB sich im beschriebencn Zwci- 
elektrodensystem so einstellen, daB der Strom durch die Arbeitselektrode (hier Anode) und der Strom durch die Ge- 
genelektrode (hier Kathode) dem Betrag nach gleich sind. Die eingesetzte reduzierbare Substanz darf nicht gleich- 
zeitig an der Arbeitselektrode innerhalb des maximal erreichbaren Oxidauonspotentials oxidierbar sein, da sonst 
das Signal des durch die vorgelagerte enzymatische Reaktion abgespaitene p-Aminoanilin uberlagert wird. 

II. Herstellung eines trockenchemischen Format fUr einen PT Test 

a) Rezeptur der Dispersion 

Rezeptur 1 



Ag/AgCl-Elektrodenausfiihrung wie unter la) beschrieben 



Konzentration 

Im Beispiel 
(in Klammem zu 
beanspruchender 
Konzentrationsbereich) 


Substanz 


Funktion der 
Substanz 


Lieferant 


0,6% (0,1-5%) 


Avicel RC 591 


Mikrokristalline 

Zellulose 
carboxyliert als 
n Fambildner" 


FMC-Corporation 


2% (0-5%) 


Natrosol 250 M 


Verdicker 


Aqualon 


0,05% (0-5%) 


Polyox 750 


Filmbildner 


Union Carbide 


0,9% (0,05-5%) 


Triton X 100 


Detergenz 


Sigma 


200 mM (10 -500 
mM) 


HEPES 


Puffer 


Roche 


0,1% (0,01-1%) 


RSA 

( Rinderserumalbumin) 


Stiitzprotein 


Roche 


0,ljig/ml 
(0,01-2ng/ml) 


rhTF 
(human recombinant 
Tissue factor) 


Aktivator des 
extrinsischen Weges 
der plasmatischen 
. Gerinnung 


Stago 
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Rezeptur 2 



fiir den Einsatz des Mediators 2. Art gemSB lb) 



5 
10 


\C f\t\ 1 1> n tra fi r> ii 
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Im Beispiel 
(in Klammem zu 
beanspruchender 
Konzentrationsbereich ) 




Funktinn df»r 
Substanz 


Lieferant 

Mlvlvl Hill 


15 


0,6% (0,1-5%) 


Avicel RC 591 


Mikrokristalline 

Zellulose 
carboxyliert als 
„Filmbildner" 


FMC-Corporation 




2% (0-5%) 


Natrosol 250 M 


Verdicker 


Aqualon 


20 


0,05% (0-5%) 


Polyox750 


Filmbildner 


Union Carbide 




0,9% (0,05-5%) 


Triton X 100 


Detergenz 


Sigma 


25 


200 mM (10 -500 
mM) 


HEPES 


Puffer 


Roche 


30 


0,1% (0,01-1%) 


RSA 

( Rinderserumalbumin) 


Stiitzprotein 


Roche 


35 


0,lMg/ml 
(0.01-2Mg/ml) 


rhTF 

(human recombinant 
Tissue factor) 


Aktivator des 
extrinsischen Weges 
der plasmatischen 
Gerinnung 


Stago 


40 


50mM(l -250 
mM) 


p-Nitroso-Bis- 
Hydroxyethyl-anilin 


Mediator 2. Art 


Roche 



b) Dispergierung und Trocknung 

45 Von dieser Suspension werden 5 pi auf dem unter 1 . beschriebenen Sensor dispergiert und auf einem Bandtrockner 
oder im TYockcnschrank bei 30 bis 50°C getrocknet 

Bei Verwendung eines Sensors zur Bestimmung der Blutgerinnung wird eine Funktionskurve (Strom iiber Zeit), wie in 
Fig. 1 gezeigt, crhalten. 

50 
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Beispiel 2 

Herstellung eines trockenchemischen Formats filr einen ACT Test 



Rezeptur 1 



Konzentration 

Im Beispiel 
(in Wammern zu 
beanspruchender 
Konzentrationsbereich) 


Substanz 


Funktion der 
Substanz 


Lieferant 


0,6% (0,1-5%) 


Avicel RC 591 


Mikrokristalline 

Zellulose 
carboxyliert als 
„Filmbildner" 


FMC-Corporation 


2% (0 - 5%) 


Natrosol 250 M 


Verdicker 


Aqualon 


0,05% (0-5%) 


Polyox 750 


Filmbildner 


Union Carbide 


0,9% (0,05-5%) 


Triton X 100 


Detergenz 


Sigma 


200 inM (10-500 
mM) 


HEPES 


Puffer 


Roche 


0,1% (0,01-1%) 


RSA 

( Rinderserumalbumin) 


Stiitzprotein 


Roche 


0,5% 


Celite 


Aktivator des 
intrinsischen Weges 
der plasmatischen 
Gerinnung 


Sigma 
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Rezeptur 2 



5 


Konzentration 
Im Beispiel 


Substanz 


Funktion der 
Substanz 


Lieferant 




30 mg/ml 


Succrose 


Stabilisator 


Sigma 


10 


10 me/g 


Gelatine 


Fil mbil dn er 


Ampriran Oplafin 




0,1 mg/ml 


Triton X 100 


Detergenz 


Sigma 


15 


40 mg/ml 


Glycin 


Puffer 


Roche 




1% 


RSA 

(Rindersenimalbumin) 


StUtzprotein 


Roche 


20 


0,l^g/ml 


rhTF 
(human recombinant 
Tissue factor) 


Aktivator des 
extrinsischen Weges 
der plasmatischen 
Gerinnung 


Stago 


25 
30 


3 mg/ml 


Bovine Sulfatide 


Aktivator des 
intrinsischen Weges 
der plasmatischen 
Gerinnung 


Sigma 



Beispiel 3 

35 Amplifikation des MeBsignals 

Aus dem Thrombinsubstrat wird durch Einwirkung der Gerinnungskaskade ein p-Aminoanilin (Phenylendiamin) frei- 
gesetzt. Dieses wird an der Arbeitselektrode oxidiert und die dabei freiwerdenden Elektroden detekliert. Das primare 
Oxidationsprodukt ist dabei ein Chinondiamin. Durch enzymatische Riickfuhrung dieses Oxidationsprodukts in das Phe- 
40 nylendiamin durch eine Dye-Oxidoreduktase z. B. Glucose-Dye-Oxidoreduktase (GlucDOR) ist die erneute Oxidation 
an der Elektrode und damit eine Verstarkung des urspriinglichen Signals mbglich. 



45 



50 



55 



60 



65 



6 



DE 100 16 775 A 1 

Rezeptur 



Konzentration 

Im Beispiel 
(in Klammem zu 
beanspruchender 


Substanz 


Funktion der 
Substanz 


Lieferant 


0,6% (0,1-5%) 


Avicel RC 591 


M icrokristalli ne 

Zellulose 
carboxvliert als 
„Filmbildner" 


FMC-Corporation 


2% (0 - 5%) 


Natrosol 250 M 


Verdicker 


Aqualon 


0,05% (0-5%) 


Polyox 750 


Filmbildner 


Union Carbide 


0,9% (0,05-5%) 


Triton X 100 


Detergenz 


Sigma 


200 mM (10 -500 
mM) 


HEPES 


Puffer 


Roche 


0,1% (0,01-1%) 


RSA 

(Rinderserumalbumin) 


Stutzprotein 


Roche Diagnostics 


0,lpg/ml (0,01- 
2yg/ml) 


rhTF 
(human recombinant 
Tissue factor) 


Aktivator des 
extrinsischen Weges 
der plasmatischen 
Gerinnung 


Stago 


1,2 KU/g (0,01-10 
KU/g) 


Gucose-Dye- 
Oxidoreductase 
(GlucDOR) 


Enzym 


Roche 



Die fur das "AmplifikationsenzynT als Substrat notwendige Glucose ist Bestandteil der Probe (ca. 10 mM) und wird 
deshalb nicht in die Rezeptur eingearbeitet. 

Patentanspriiche 

1. Elektrochemischer Sensor auf trockenchemischer Basis zur Bestimmung der Blutgerinnung, der auf eincm iner- 
ten Trager mindestens 2 Elektroden aufweist, sowie ein trockenes Reagens, dadurch gekennzeichnet, daB das Rea- 
gens ein Thrombinsubstrat enthalt, das aus einem Peptidrest besteht, der von Thrombin abgcspaltcn wcrden kann, 
und Uber das Carboxylende amidisch an einen Phenylendiaminrest gebunden ist. 

2. Elektrochemischer Sensor gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi er 2 Elektroden enthalt, die aus dem 
gleichen Material, vorzugsweise Palladium, bestehen. 

3. Elektrochemischer Sensor gemaB einem der Ansprilche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Thrombin- 
substrat 



^N-^^- NH-CO-Arg-Pro-Gly-Tos 
R 2 R 3 



(I) 



ist, wobei 

Rl einen Alkylrest oder Wasserstoff, 

R2 einen Hydroxyalkylrest oder WasserstofF und 

R3 Wasserstoff, Halogen, Alkoxy oder Atkylthio bedeutet. 

4. Elektrochemischer Sensor gemaB einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB das Reagens auch ein 
Glucose-oxidierendes Enzym, wie beispielsweise das Enzym Glucose-dye-oxidoreductase enthalt. 

5. BlutgerinnungsmeBsystem enthaltend einen elektrochemischen Sensor und ein StrommeBgerat, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Sensor ein solcher gemaB einem der Anspriiche 1-4 verwcndet wird. 
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6. Verfahren zur Besummung der Blutgerinnung mittels eines eleklrochemischen Sensors, dadurch gekennzeich- 
net, daB an einen Sensor gemaB einem der Anspriiche 1-4 eine konstante Spannung angelegt, die zu untersuchende 
Blutprobe, so auf den Sensor aufgegeben wird, daB das Reagens und die Elektroden befeuchtet werden und der zwi- 
schen den Elektroden flieBende Strom uber die Zeit gemessen wird. 
5 7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB damit die Prothrombinzeit (PT), die aktivierte par- 
tielle Prothrombinzeit (APPT) oder die "activated clotting time" (ACT) gemessen wird. 

8. Reagens zur Besiimmung der Blutgerinnung enthaltend ein Thrombinsubstrat, das aus einem Peptidrest besteht, 
der von Thrombin abgespalten werden kann und Uber das Carboxylende amidisch an einen Phenylendiaminrest ge- 
bunden ist, dadurch gekennzeichnet, daB es auch eine Dye-Oxidoreductase, wie beispielsweise Glucose-Dye-Oxi- 
io doreductase enthalL 
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